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細胞培養における二価鉄誘導脂質過酸化反応に関する研究 :
細胞生残率と血清脂質過酸化物に対する二価鉄と三価鉄の影響
山 本 剛 面責
Ferrouslron-inducedLipidPeroxidationinCellCulture:
EffectsofFerrousandFerricIronsonCellSurvivalandSerum LipidPeroxide
GokiYAMAMOTO
Celkilingactivitiesofferrousandfe汀icirons(Fe2+,Fe3+)incultured3T3celswereinvestigated
bythecolonyformingmethodintheculturemediumcontaininglO%calfserum.Inthecolonyforming
method,smalisolatedcoloniesareseeninthedishwhicharetheresultedofindividualcelshaving
undergoneaseriesofceldivisions.SurvivalcurveforFe2十一inducedlossofreproductivecapacity(cel
death)in3T3cels,showedlashoulderatlowconcentrationsandonlybecameexponentialathigh
concentrations.Celsaffectedat0.05mM Fez+underwentapparentlynormalceldivisions,butata
muchslowerratethanthecontroLSurvivalrateat0.5mMFez+,whichironwasaddedafterseeding
cels(addedgroup),showed0.75%,butthatat0.5mMFe3+did19.3%.FromthedeteminationofFez+
contentcarriedoutbythecolorimetricmethodusedN-PSAP,theoxidationofFe2十wasseenrapidly
afteraddingFeュ+into仇eculturemedium.Inthecasesofcelsseeded3hoursafteraddingFe2+orFe3+
(preaddedgroup),thesuⅣivalratesshowedmuchlowerthanthoseoftheaddedgroups,thatis55%at
O.5mM Fe2+and89% at0.5mM Fe3十. Thefactssuggestthattheradicalreactionsiniciatedbythe
oxidationofFez+underthepresenceofcels,occuredjustafteraddingFe2+,playacrucialroleinthe
damagesontheadhesionofcelsontothedishandthefolowingproliferationofcels.
Serumlipidperoxides,asthiobarbituricacidreactivesubstances(TBAvalue),ofthefinalcultured
mediumatcolonycountingtimeweremeasured.IntheFez+addedgroup,theTBAvaluesmore
increasedinproportiontotheaddedconcentrationsofFe2十,whereasintheFe3十addedgroup,the
incrementsofTBAvalueswereveryslightlyandnottobedependedontheconcentrations.Further-
more,theTBAvaluesoftheFe2十orFe3+preaddedgroupswereestimatedaswelasthoseoftheadded
groups,respectively.ThefactssuggestthatserumlipidperoxidesinducedbyFe2+havelittleeffecton
theproliferationcapacityofcelsinthelevelofcelculture.
KeyWords:CelSuⅣival,FerrousandFerricIrons,SerumLipidPeroxide
は じ め に
生体系における脂質過酸化反応の開始に鉄イオ
ンは重要な役割を果たしている1ト 3)｡また,ラジカ
ル反応に基づ く膜の酸化的障害の指標として,逆
に種々の疾患の直接の原因が臓器 ･組織への過酸
化脂質の障害による可能性が考えられ,臨床的に
血清過酸化脂質の変動が討論されている4)0
前報5)で,培養細胞を実験材料にして,二価鉄
(Fe2十)の細胞に与える影響をFe2+誘導脂質過酸
岡山大学医療技術短期大学部診療放射線技術学科
化反応との関係から究明する目的で,細胞と倍地
に用いられる仔牛血清のFe2+誘導の脂質過酸化
物の測定がチオバルビツール酸 (TBA)法で可能
であるかどうかを検討した｡その結果,細胞の
Fe2+誘導脂質過酸化反応並びに培養液血清の
Fe2+誘導脂質過酸化物の相対的な量的変化の定
量が,呈色反応中のFe2十の影響をエチレンジアミ
ン四酢酸 (EDTA)添加で抑制することにより,
可能であることを明かにした｡本報では,Fe2+の
- 61-
山本 剛示喜
殺細胞効果をFe2+濃度応答生残率曲線で追求す
るとともに,終末培地の血清脂質過酸化値を測定
し,相関関係を検討した｡併せてFe2+の培地中で
の消長を測定するとともに,三価鉄 (Fe3+)の影
響を比較検討した結果について報告する｡
実験材料及び方法
1.細胞及び培養法
細胞はマウス線維芽細胞由来のNIH3T3細胞
を用いて実験を行った｡培養法は10%仔牛血清加
ダルベッコ変法イーグル培地5m1,60mm¢培養
ディシュを用い,前報5)の培養条件に従った｡細胞
105個を播種後,2日日の細胞を集め,単細胞化5)し
たものを実験に供した｡
2.Fe2十及びFe3+処理
Fe2+は硫酸第一鉄アンモニウム,Fe3+は硫酸第
二鉄アンモニウムを使用し,いずれも使用直前に
蒸留水に溶解し,濃度調整し,各デイシュ当り10
〃1を添加し,終末濃度とした｡生残率曲線は次の
2群について実験した｡
1)細胞播種直後にFe添加した群 (添加群)
2)培養液にFe添加後 3時間目に細胞を播種
した群 (前添加群)
3.増殖曲線
細胞を105個播種し,5日目まで,培養液を交換
せず,培養し増殖曲線を求めた占各デイシュ3個
について,培養液を交換したのち, トリプシンで
単細胞化5),細胞を計数し,平均した｡また,Fe2+
0.05mM添加群での増殖曲線を求めた｡
4.生残率の測定
コロニー形成法にて判定した｡細胞数100個を分
散播種し,8日目に10%ホルマリン固定,10%ギ
ムザ染色後,30個以上の細胞数を含むコロニー数
を数え,無処理対照細胞のコロニー数で険し,生
残率を算出した｡各実験群 3個のデイシュを用い,
血清Lot番号の異なる3標品について実験し,そ
の平均値で生残率曲線を描いた｡
5.細胞及び培養液の脂質過酸化物の測定
脂質過酸化物は,前報5)に従って,TBA法を用
い,酢酸酸性条件での発色反応後の蛍光法で,
TBA反応物質をマロンジアルデヒド (MDA)量
として検量し,TBA値として表した｡
1)細胞105個を播種後,3日H,6日目で各デ
イシュ毎に細胞を集め, リン酸緩衝化塩類液
(PBS)5)で洗浄後,PBSに浮遊し,TBA値を測
定した｡また,その時点の各デイシュの培養液
0.5mlを用い,三塩化酢酸 (TCA)沈殿法5)で得ら
れた蛋白沈殿物についてTBA発色反応を行い,
TBA値を求めた｡両測定はEDTA(1mM),Fe2十
(0.05mM)の有無で発色を行い,対照,EDTA,
Fe2+,EDTA-Fez+群のTBA値を比較した｡
2)生残率を求めた終末の培養液について,逮
心 (3000rpm,lo合)後,その上清0.5mlについ
て,TCA沈殿物 を分画 し,各ディシュの血清
TBA値を測定した｡EDTA(1mM)の発色時の
有無で,TBA値,EDTA-TBA値として比較 し
た｡
6.Fe2+の定量
ド-タイ ト試薬 2-Nitroso15-(N-propyトN-
sulfopropylamino)phenolhydrochloride(N-PSA
P)を用いて定量した6)｡試薬34mgを1N塩酸10
mlに溶かし,蒸留水を加えて100mlとし,原液(1
mM)とした｡
1)使用前に試薬原液0.5m1,0.2M燐酸緩衝液
(pH7.0)2.5m1,1N水酸化ナ トリウム0.6mlに
蒸留水を加えて計4mlとし,これに試料液 1ml
を加え混合,N-PSAP･Fez+錯体の吸収波長752
mmの吸光度を分光光度計 (島津UV-200)で計測
した｡基準検量線は蒸留水に溶解 した各濃度の
Fez+を用い,その2mlに40%TCAO.5mlを加え
た 1mlを試料液 として求めた｡同様培養液に
TCAを加え,Fe2十を添加,遠心し,その上清 1ml
を用いて検量した｡
2)培養液を37℃で保温し,Fe2+0.1mM を添加
し,経時的に (5,10,15,20,30秒,1,2,3,
5,10,60,120,180分)その2mlを0.5mlの40%
TCAにすばや く混合,反応を停止,遠心したの
ち,上清について上記同様検量し,Fe2十の酸化度
合をみた｡零時はTCA添加後Fe2+の添加で検量
した｡また,アスコルビン酸(1mM)を含む培養
液についても検量を行った｡
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結 果
1.細胞並びに培養液血清TBA値の変化 :
本実験における通常培養において,105個の細胞
を播種後,培養液を交換しないとき,培養液中の
血清TBA値5)の変化は,表1に示すように,液量
当り順次減少する傾向が認められ,6日目の平均
TEA値でも65%値を示した｡EDTA添加発色で
のTBA値でも6日目の平均値で60%値に減少し
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Fig.1.Proliferationcurvesofcultured3T3cels.The
cels(9Ⅹ104)in5mlofculturemedium were
seededontotheculturedish(60mmi). Fez+
(0.05mMinfinal)wasaddedimmediatelyafter
seedingcels.
0;control,△ ;withFe2+.
た｡しかしFe2+添加発色でのTBA値では差がみ
られず,EDTA-Fe2+添加発色でのTBA値は同様
減少 (平均値で63%値)がみられた｡一方細胞で
は,対数増殖期細胞(3日目)のTBA値,EDTA
添加発色のTBA値に比べ,プラトー 期細胞(6日
目)のそれらTBA値はより高値が示された｡さら
にFe2十添加発色のTBA値でも高値がみられた
が,EDTA-Fe2+添加発色でのTBA値では有意の
差はみられなかった｡
2.増殖曲線 :
デイシュ (60mm¢)に0.9Ⅹ105個の細胞播種後
の通常培養における細胞の分裂増殖は,対照群で,
培養液を交換しないとき,図1に示すように,24
時間後では1.24倍で2日後対数増殖期がみられ
4日でプラトー 期が観察された｡2日目から3日
日での対数増殖期の倍加時間は10.3時間であった｡
Fe2+(0.05mM)添加群では1日目で1.17倍と対照
に対して細胞数が少なく,その後の増殖能にも抑
制がみられ,2日目から3日目にかけての倍加時
間は12.6時間が計算された｡
3.Fe2+の定量 :
Feによる過酸化脂質反応の開始にはFe2十一
Fe3十の量的関係が検討されている3),7)~9)ことから,
培養液中のFe2+の酸化度合をみる目的でFe2+の
定量を試みた｡図2に示すように,N-PSAPを用
いる本測定条件で,培養液中と蒸留 ･脱イオン水
中のFe2+の定量から得られる両検量線は同じ直
線を描 くことから,血清を含む培養液標品中の
Fe2+の定量は可能である｡
Table1. TBAvaluesofserumintheculturedmediumand3T3cels.Cels(105)ilthe5ml
ofculturemedium(containedlO%calfserum)Werepipettedontotheculturedish
(60mmi).TBAcolorreactionswithorwithoutFe2'andEDTAwerecarriedout
usingtheTCAprecipitatesfrom0.5mlofculturemediumandalcelsofonedish
(n-9).EDTA(1mM)andFez+(0.05mM)WereaddedbeforeaddingtheTBAcolor
reagents.
TBAValue(nmolesMDA)
Culturemedium(/ml)
Dayl0 Day-3
Cels(/mgprotein)
Day-6 Day-3 Day-6
None 0.55±0.13 0.51±0.28 0.36±0.05 0.53±0.12 0.83±0.17
EDTA 0.32±0.05 0.28±0.03 0.19±0.02 0.24±0.05 0.28±0.08
Fez+ 21.57±1.25 23.50±2.07 22.95±2.81 4.07±1.12 5.04±0.74
EDTA,Fez+ 0.63±0.21 0.49±0.10 0.40±0.04 0.99±0.17 1.05±0.20
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Fig.2.WorkingcurveobtainedfromthesolutionscontainingvariousconcentrationsofFez+by
meansofthecolorimetricdeteminationusedN-PSAP.
Left;Fez+inculturemedium,right:Fe2+
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Fig.3.0ⅩidationratesofFe2'addedintoculture
mediumincubatedat37℃.
0;control(Fez+0.1mM),△;in仇epresenceof
ascorbicacid(1mM).
indistiled-deionizedwater.
37℃で培養液を加温し,0.1mMFe2+添加後の自
動酸化を含む酸化度合を測定したが,図3に示す
ように,添加後30秒でODは0.04(6JJM)を示
し,添加後直ちに酸化することが示され,以後60,
120,180分ではODでそれぞれ0.022(3.3/JM),
0.02(3pM),0.01(1.6JLM)とさらにFe2+の減
少が測定された｡ちなみにアスコルビン酸 (1
mM)存在下では短時間内でのFe2十の急激な酸化
は抑えられた(図3)｡アスコルビン酸添加におけ
る零時のODの増加がみられ,その増加量0.027
(4JJM)は実験に用いた血清を含む培養液中の
Fe量を示すものと考えた｡
4.生残率曲線 :
Fe2+及びFe3十各濃度における殺細胞効果を生
残率曲線として図4,5に示す｡各コロニーの大
きさに差がみられ,Fe2十濃度に依存して小さく観
察され増殖阻害が認められた｡Fe2+添加群の生残
率曲線は低濃度で肩をもち,高濃度で指数型とな
る曲線が描かれた｡放射線生物学で常用されるパ
ラメタ-を用いると,およそ平均致死濃度 (Do,
曲線の直線部分の勾配部分で生残率を37%に減少
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Fig.4.Percentsurvivalcurvesof3T3celsresponsed
concentrationsofFe z+.
0;Fez+wasaddedimmediatelyafterseeding
cells,△;celswereseeded3hoursafteradding
Fe2+.
さす濃度)は0.06mM,準しきい値 (D｡,曲線の
指数部分が100%生残率と交わる点の濃度)は0.2
mM,37%生残率濃度 (D37)は0.26mM と計算さ
れた｡これに対しFe2+前添加群では殺細胞効果は
著しく減少し,0.5mMでの生残率は添加群の
0.75%に対し前添加群で55%が示された｡また,
増殖曲線 (図1)で阻害のみられたFe2+0.05mM
添加群での生残率は87.3%で前添加群では95%が
得られた｡
一方,Fe3十は添加と同時に難溶性の水酸化鉄を
形成10)し沈殿または浮遊物として観察されたが,
Fez+添加の場合よりも各々致死効果は減少し (図
5),その生残率は0.5mMの添加で19.3%,前添
加で89%が得られた｡
5.生残率判走時のFeを含む培養液の血清TBA
値 :
添加群での最終培養液のTBA値を図6に示す｡
Fe2+濃度に依存して血清TBA値の上昇がみられ,
EDTA添加発色でのEDTA-TBA値も同じ傾向
が認められたD血清のLot番号の異なる3標品に
? ? ? ?
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Fe3十coNCENTRAT旧N(mM)
Fig･5･Percentsurvivalcurvesof3T3celsresponsed
concentrationsofFe3十.
0;Fe3+wasaddedimmediatelyafterseeding
cels,△ ;celswereseeded3hoursafteradding
Fe3+.
ついて検討したが,生残率測定では問題とならな
かったにもかかわらず,各組のTBA値に差がみ
られ,EDTAによる発色阻害度合は異なり,平均
値での阻害率は各実験濃度で40%前後が計算され
た｡しかし,各組 (n-21)でのTBA値とEDTA
-TBA値 との相関は0.922,0.947,0.975を示し,
Fez+濃度に依存した相対的なTBA値,EDTA-
TBA倍の変化は平行していると考えられる｡
一方,Fe3+添加群の最終培養液のTBA値では,
図7に示すように,対顔に比して増加は少なく,
Fe3+濃度依存差もみられなかった｡EDTA-TBA
値は平均して88%値を示したo
Fe2+,Fe3十の両前添加群 のTBA値並 びに
EDTA-TBA値は添加群のそれらと同じ傾向値
を示し,添加群との差はみられなかった｡
考 察
Feはヒドロキシラジカルや他の活性酸素種を
産生する反応において重要な役割をもち,結果と
して脂質過酸化反応を誘起し生体分子の破壊をも
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Fig.6.TBAandEDTA-TBAvaluesofthecultured
medium containingvariousconcentrationsof
Fe2+atthetimeofcolonycounting.Calfsera
from3differentlotnumberswereused,andthe
averagesofvalueswereobtainedinn-9(3Ⅹ3)
experiments.
0;TBAvalues,□;EDTA-TBAvalues.
たらす11)｡しかしFeの生体内での傷害作用機序
について不明の点が多い｡動物実験では単なる鉄
剤投与では臓器実質細胞に移行し難いとされ,秩
ニトリロ三酢酸 (Fe3十-NTA)を用いて鉄過剰症
モデルが研究されているが,Fe3十一NTA投与のラ
ット肝で脂質過酸化がみられ,Feによるラジカル
産生による障害と考えられている12)oFe3+-NTA
は培養肝細胞(RL-34)の増殖を抑制し,高濃度で
は癌化を誘発している12)｡リポソームを用いた脂
質過酸化反応でFe2+錯体は反応を誘起するが
Fe3+錯体ではみられず,NTA錯体でも同様で,
Fez+,Fe3十両錯体間で異なった活性酸素産生機序
が考えられている13)｡また,種々のFe3+錯体でミ
クロソームの脂質過酸化反応は異なる14)ことや,
溶液中でのFe3+錯体のもつラジカルを誘導する
"free"ironレベルが問題 とする報告15),16)もみら
れる｡
細胞培養で,細胞並びに培養液血清の両者で起
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Fe3+coNCENTRAT10N(mM)
Fig.7.TBAandEDTA-TBAvaluesofthecultured
medium containingvariousconcentrationof
Fe3十atthetimeofcolonycounting.
0;TBAvalues,□;EDTA-TBAvalues.
こり得るFe2十誘導脂質過酸化反応5)の相互関係を
得るために,Fe2+,Fe3十による殺細胞効果と培養
液の血清TBA値を検討した｡通常培養法で,培養
液を交換せず培養 したとき,血清のTBA値,
EDTA-TBA値は培養液の変化に伴って減少傾
向がみられ,逆に増殖対数期の細胞に比べてプラ
トー 期の細胞ではTBA値,EDTA-TBA値は増
加傾向がみられたが,細胞の老化,血清過酸化脂
質の細胞-の取り込み,TCA蛋白沈澱物-の脂
質過酸化物の未回収等原因が示唆され,更に検討
を要する｡
Feの殺細胞効果をコロニー法で検討した結果
は興味ある知見を示した｡細胞を播種後のFe2+蘇
加群での高濃度 (0.5mM)の殺細胞効果 (生残率
0.75%)はFe3十添加群 (生残率19.3%)に比べて
著しく,更にFe2+添加後3時間目で細胞を播種し
た前添加群では著しい殺細胞効果はみられず (坐
残率55%),Fe3十前添加群でもより低率 (生残率
87.3%)を示した｡このことはFe2+,Fe3+とも添
加直後の培養液構成物質との接触反応によって急
速に生ずる化学反応物質が直接作用として短時間
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内に細胞に障害を与えていることを示唆する｡
Fe2十は培養液へ添加後急速に酸化することが示
されたが,単にpHのための自動酸化だけでなく
鉄一酸素複合体16),17),培養液構成物質との複合体形
成18)によって,活性酸素種の発生がみられ,そのラ
ジカル反応の際に細胞が存在することが重要な要
因と考えられる｡すなわち浮遊状態の細胞がラジ
カルの標的となることが必要であり,その結果脂
質過酸化反応による細胞膜障害5)が起こり,ディ
シュ面-の接着阻害とともにその後の細胞増殖能
にも影響し致死に至らしめると考えられる｡Fe3+
添加群でも培養液との接触で直ちに起こるレドク
ス反応によるFe2十の発生が重要と考えられる｡ま
たその後の培養中のレドクス反応によるラジカル
発生によって細胞は傷害をうけることは増殖曲線
から何えられるが,生残率曲線で肩 (D｡値 0.2
mM)がみられたことから生じた傷害は亜致死傷
害とみられ,細胞は修復しうると考えられる｡D｡
値がおよそ60/JM と,Fez+に対して3T3細胞の高
感受性が示されたが今後の研究の指標となるだろ
う｡コロニー法ではFe濃度に応答した間期死,増
殖死の結果が示されるが,細胞生残率は添加後短
時間にみられるラジカル反応とそしてFeの存在
で起こるだろう酸化還元に伴うラジカル反応の二
つの作用機序による細胞障害の結果を示すものと
考えられる｡
終末培養液に存在する血清のTBA値はFe2+
添加群と前添加群で,生残率に差がみられるにも
かかわらず,Fe2+濃度に依存して増加はみられた
ちのの,同じ量的範囲を示したoまたFe3+添加群
でもかなりの致死率が得られたにもかかわらず,
血清TBA値の増加は極めて少なく濃度依存も見
られなかった｡これらのことは血清脂質過酸化物
による細胞傷害は細胞培養での生残率判定で示さ
れる致死効果に対して影響を及ぼしていない可能
性が示唆される｡細胞傷害に伴うだろう細胞の脂
質過酸化物ならびに血清脂質過酸化物の変化を含
めて,細胞増殖との相関は更なる究明が必要であ
る｡
ま と め
細胞培養レベルでのFe2十,Fe3+の細胞殺効果を
マウス由来の3T3細胞を用いて,コロニー法で生
残率曲線として検討した｡Fe2+を細胞播種後直ち
に添加した群 (添加群)では低濃度で肩をもつ指
数型曲線が得られ,実験した高濃度 (0.5mM)で
の生残率は0.75%であった｡Fe3十添加群では0.5
mM で19.3%の生残率を示し,Fe2+の細胞殺作用
の著しいことが明かとなったoFez+を定量した結
莱,Fe2+は培養液に添加後直ちに酸化されること
が示された｡Fe2十,Feュ+を培養液に添加 3時間
後,細胞を播種した場合 (前添加群)では添加群
より著しい殺細胞効果の減少がみられ,0.5mM
での生残率はFe2十で55%,Fe3十で89%を示した｡
これらのことから,Fez+添加時の即時の酸化反応
に伴うラジカルが直接的に細胞に障害を与え,細
胞のディシュ面-の接着並びにその後の細胞増殖
に重大な影響を及ぼすことが示唆された｡
コロニー判定時の最終培養液の血清脂質過酸化
物をTBA値 として測定 した｡Fez+添加群では
Fe2+濃度に依存して増加がみとめられたが,Fe3+
添加群ではごく僅かの増加がみられたものの濃度
依存は認められなかった｡しかも前添加群でそれ
ぞれ添加群と同じ傾向値がみられたことから,檀
養液血清のFe2+誘導脂質過酸化反応は細胞の増
殖能力に大きな影響を及ぼさないことが示唆され
た｡
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